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 略 語 
 
BSA bovine serum albumin 
C/EBP CCAAT/enhancer-binding protein 
CREB cAMP-response element-binding protein 
Dex dexamethasone 
DTT dithiothreitol 
ES embryonic stem 
fad factor for adipocyte differentiation 
FBS fetal bovine serum 
HEPES N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-ethanesulphonic acid 
IBMX 3-isobutyl-1-methylxanthine 
KCNK10 potassium channel, subfamily K, member 10 
LRR leucine-rich repeat 
LRRC8 leucine-rich repeat containing 8 
MCE mitotic clonal expansion 
ORF open reading frame 
PBS phosphate buffered saline 
PCR polymerase chain reaction 
PI3K phosphatidylinositol-3 kinase 
PKA protein kinase A 
PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride 
PPAR peroxisome proliferator-activated receptor  
Q-PCR quantitative polymerase chain reaction 
RT-PCR reverse transcriptase coupled polymerase chain reaction 
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
shRNA short hairpin RNA 
SREBP sterol regulatory element-binding protein 
TNF- tumor necrosis factor 
VRAC volume-regulated anion channel 
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緒 論 
 
世界的規模で脂肪分摂取の増大や運動不足などによる肥満とそれに伴う生活習慣病
が深刻な社会問題となっている (1)。平成 26 年版厚生労働白書によると、日本におい
ても食生活の欧米化に伴い同様の問題を抱えている。平成 25 年の統計では、日本人の
死因の第二位と第四位はそれぞれ心疾患と脳血管疾患であり、全体の約四分の一を占め
る。これらの多くは肥満に基づく糖尿病、高血圧、脂質異常症のような生活習慣病が原
因となり動脈硬化に結び付いた結果だと考えられている (Fig. 1)。したがって、日本を
はじめとする世界各国の健康長寿社会を実現する上で生活習慣病の克服は必須であり、
それに直結する肥満のメカニズムの解明は最重要課題の一つである。 
脂肪組織は、摂取したエネルギーのうち余剰なエネルギーを中性脂肪として蓄える。
その蓄積が過剰となり脂肪組織中の脂肪細胞が肥大化した時に肥満が形成されると長
年考えられてきた。その後、脂肪組織中の脂肪細胞の数が増加することもまた、肥満形
成の重要なメカニズムの一つであることが明らかにされた (2)。脂肪組織には、成熟脂
肪細胞に加えて前駆脂肪細胞が多数存在し、脂肪細胞への分化の準備をしていると考え
られている。これら前駆脂肪細胞は摂食や栄養条件により分化へのスイッチが入り脂肪
細胞の数が増加することが推察されている。したがって、脂肪細胞の数の増加は前駆脂
肪細胞から脂肪細胞への分化が深く関与しており、この機構を解明することは極めて重
要なことである (Fig. 1)。 
 
 
 
 
 
脂肪細胞分化の研究では、マウス由来前駆脂肪細胞である 3T3-L1 細胞がよく用いら
れ、様々な知見が集まりつつある。3T3-L1 細胞は、線維芽細胞の形態で増殖し、コン
フレントに達し休止期に入った時、脂肪細胞分化誘導剤である、 insulin、
3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX)、dexamethasone (Dex)、fetal bovine serum (FBS)を添加
脂肪細胞自身の肥大化
脂肪細胞の数の増加
(前駆脂肪細胞の脂肪細胞への分化)
肥満
高血圧
糖尿病
脂質異常症
生活習慣病
動脈硬化
心疾患
脳血管疾患
Fig. 1. Metabolic syndrome and mechanism of obesity. 
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すると、mitotic clonal expansion (MCE)とよばれる一過性の細胞増殖を経て、およそ一週
間後に脂肪滴を含んだ脂肪細胞へと分化する (3-5)。その過程の中期以降において、核
内受容体型転写因子である peroxisome proliferator-activated receptor  (PPAR)やロイシン
ジッパー型転写因子である CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP)ファミリー、脂肪酸
やコレステロール合成に必須な転写因子である sterol regulatory element-binding protein 1 
(SREBP1)が重要な役割を果たしていることが報告されている (6, 7)。さらに、これらの
欠損マウスの検討から、PPARと C/EBPファミリーが脂肪細胞分化のマスターレギュレ
ーターであることが証明された (6-12)。一方で、脂肪細胞分化初期については未だに不
明な点が多く残されている (Fig. 2)。 
 
 
 
 
そこで、当研究室では脂肪細胞分化機構の解明を目的として、脂肪細胞分化の極めて
初期に着目して研究を進めてきた。当研究室では、3T3-L1 細胞を用いて脂肪細胞分化
誘導 3 時間後に発現が上昇する遺伝子を PCR-サブトラクション法により、これまでに
102 クローン単離している (13, 14)。その中の clone 158 は、脂肪細胞分化初期に一過性
に発現が上昇し、単離当時未知遺伝子であったことから、 factor for adipocyte 
differentiation 158 (fad158) と命名した。fad158はマウス、ヒトともに N 末端に 4つの膜
102 subtracted genes
PCR-Subtraction (0-3hr)
(factor for adipocyte differentiation 158)
(potassium channel, subfamily K, member 10)
(独)家畜改良センターとの共同研究
?
-2 day
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Preadipocyte
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Proliferation
Target
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3T3-L1 cells
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C/EBP
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Mitotic clonal
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C/EBP
PPAR
C/EBP
fad158
kcnk10
Fig. 2. Stages in adipocyte differentiation and the isolation of fad158 and kcnk10 in the early 
stage of adipogenesis. 
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貫通領域、C 末端に leucine-rich repeat region (LRR)を有する 803 アミノ酸のタンパク質
をコードしていること、fad158 の発現が脂肪細胞分化誘導 6 時間後をピークに一過性
で上昇すること、過剰発現系および発現抑制系の検討から fad158 が脂肪細胞分化を正
に制御すること、FAD158 が小胞体に局在することが明らかとなっている (15) (Fig. 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、当研究室では独立行政法人家畜改良センターとの共同研究として、K+チャネル
の一つである potassium channel, subfamily K, member 10 (KCNK10)の解析を行ってきた。
同センターでは、肉質の改良を効率的に行える豚の育成技術の確立を目的として、筋肉
内脂肪含量についての quantitative trait locus 解析を行った (16)。その解析結果から検出
された遺伝子について、3T3-L1 細胞の脂肪細胞分化過程における mRNAの発現変化を
検討した結果、発現量が大きく変化したのは kcnk10 のみであった (17)。K+チャネルは
大きく分類すると、電位依存性 K+チャネル、内向き整流性 K+チャネル、Ca2+依存性 K+
チャネル、two-pore domain (K2P) K
+チャネルの 4つに分けられる。KCNK10 は、その中
の K2Pチャネルに属する (18, 19)。K2Pチャネルは 4つの膜貫通領域と 2つの pore domain
(A)
(D)
(B)
18S
28S
(hr)0 0.5 21 3 6 12 24
Fad158
Mouse FAD158
Human FAD158
803 aa
803 aa
Transmembrane domain
Leucine-rich repeat region (LRR)
FAD158-GFP Calnexin merged
(C)
(E)
Fad158
knockdownControl
Fad158
overexpressedControl
Fig. 3. Characterization of FAD158 and functional analysis of fad158 on adipogenesis. 
(A) The schematic structures of mouse and human FAD158. (B) The change in fad158 expression 
level during the early stage of adipocyte differentiation. (C) NIH-3T3 cells stably expressing fad158 
or control cells were treated with adipogenic inducers containing BRL49653, a PPAR ligand. After 
8 days of induction, the cells were stained with oil red O to detect oil droplets. (D) Adipocyte 
differentiation in fad158 knockdown 3T3-L1 cells was estimated by oil red O stain. (E) Subcellular 
localization of FAD158. 
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を持つことが分かっている (18, 19)。当研究室では、kcnk10の発現が脂肪細胞分化誘導
3 時間後をピークに一過性で上昇すること、発現抑制系の検討から KCNK10 が脂肪細
胞分化を正に制御することを明らかとしている (Fig. 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
そこで本研究では、fad158 および KCNK10 の更なる機能解析を進めることを目的と
した。まず、FAD158が小胞体膜タンパク質であることから、そのトポロジーの解析を
行った。次に、fad158の個体レベルの役割を明らかとするため、fad158 ノックアウトマ
ウスを樹立し、その解析を行った。さらに、KCNK10については、脂肪細胞分化に必須
であるMCEを中心に機能解析を行った。 
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Fig. 4. Characterization of KCNK10 and functional analysis of kcnk10 on adipogenesis. 
(A) Schematic transmembrane topology of two-pore domain potassium (K2P) channels. K2P 
channels have four transmembrane domains and two pore domains. (B) The change in kcnk10 
expression level during the early stage of adipocyte differentiation. (C) Adipocyte differentiation in 
kcnk10 knockdown 3T3-L1 cells was estimated by oil red O stain. 
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本 論 
 
第一章 fad158の機能解析 
 
第一節 FAD158のトポロジーの解析 
 
FAD158 はドメイン検索により 4つの膜貫通領域を持つこと、細胞内局在の検討によ
り小胞体に局在していることが明らかになっている (15)。しかし、FAD158 が小胞体膜
にどのような構造で局在しているか、そのトポロジーは明らかとなっていない。そこで、
FAD158 のトポロジーの解析を行った。 
 
(1) 実験材料および実験方法 
1-1 実験材料 
HeLa 細胞 (東京大学から供与) 
イーグルMEM 培地 (ニッスイ) 
Cell line Nucleofector Kit R (Amaxa) 
FBS (GIBCO BRL) 
PBST 0.1% Tween 20, PBS 
Buffer A 20 mM HEPES-NaOH (pH 7.5), 250 mM Sucrose, 1 mM DTT, 1 mM 
PMSF, 1/1000 vol. Protease inhibitor cocktail (Sigma) 
Buffer B 20 mM HEPES-NaOH (pH 7.5), 250 mM Sucrose, 1 mM DTT 
Triton X-100 (ナカライテスク) 
Proteinase K (Roche) 
SDS loading buffer 62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 10% glycerol, 2% SDS, 
5% -mercaptoethanol, 0.01% bromophenol blue 
Blotting buffer 25 mM Tris (hydroxymethyl) aminometane, 192 mM Glycine, 
20% Methanol 
Blocking buffer Block Ace (大日本製薬) 
一次抗体 ・ c-Myc Monoclonal Antibody (BD Biosciences) (ウェスタンブロット解
析では、Blocking buffer で 500 倍希釈して使用し、免疫染色では、
1% BSA 含有 PBSTで 20 倍希釈して使用した) 
・ ANTI-FLAG® M2 Monoclonal Antibody (Sigma) (ウェスタンブロット
解析では、Blocking buffer で 1,000 倍希釈して使用し、免疫染色で
は、1% BSA 含有 PBSTで 500 倍希釈して使用した) 
・ Rabbit anti human Calnexin polyclonal antibody (Santa Cruz) (ウェスタ
ンブロット解析では、Blocking bufferで 200 倍希釈して使用し、免
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疫染色では、1% BSA 含有 PBSTで 100 倍希釈して使用した) 
二次抗体 ・ Alkaline Phosphatase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG 
(Jackson ImmunoResearch) (Blocking buffer で 4,000 倍希釈して使用) 
 ・ Alkaline Phosphatase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG 
(Jackson ImmunoResearch) (Blocking buffer で 5,000 倍希釈して使用) 
 ・ ANTI-Mouse IgG (Fab specific) FITC conjugate (Sigma) (1% BSA 含有
PBST で 200 倍希釈して使用) 
 ・ ANTI-Rabbit IgG (Whole Molecule) TRITC conjugate (Sigma) (1% BSA 
含有 PBST で 200 倍希釈して使用) 
TTBS 150 mM NaCl, 20 mM Tris (pH 8.0), 0.1% Tween 
BCIP/NBT Phosphatase Substrate (1-Component) (Kirkegaard & Perry Laboratories) 
 
1-2 Myc-FAD158-Flag 融合タンパク質発現プラスミドの構築 
Fad158 の ORFの 5’側に EcoRIサイト、終止コドンの前に KpnIサイトをつけて PCR
で増幅させ、pCMV-Myc ベクター (BD Biosciences) の EcoRI、KpnIサイトに導入した。
さらに、5’側に KpnIサイト、3’側に NotIサイトをつけた Flag tagをコードするカセ
ットを Oligonucleotideで作製し、KpnI、NotIサイトに導入した。 
 
1-3 HeLa 細胞の培養 
10% FBS含有イーグルMEM 培地を用いて、5.0% CO2、37°Cの条件下で培養した。 
 
1-4 トランスフェクション 
HeLa 細胞へのプラスミド導入は、Nucleofector (Amaxa)を用いて行った。2×106 個の
細胞に対して、プラスミド 1 g、Cell line Nucleofector Kit R (Amaxa) 95 lを用い program: 
I-13で電気パルスを与えた。その細胞を 10 cm dish (FALCON)に播き、5.0% CO2、37°C
で培養した。 
 
1-5 免疫染色 
Myc-FAD158-Flag 融合タンパク質発現プラスミドを HeLa 細胞にトランスフェクシ
ョンし、セルデスク (SUMILON)上で 24 時間培養した。PBSで 2回洗浄し、4%パラホ
ルムアルデヒドで 30 分間室温で固定した。PBSで 3回洗浄した後、0.2%ゼラチン、0.2% 
Trition X-100を含む PBSで 30分間処理した。さらに、PBSで 3回洗浄した後、1% BSA
含有 PBST で 1 時間処理した。その後、室温で 1 時間一次抗体反応させた後、PBST で
3 回洗浄し、室温で 1 時間二次抗体反応させた。PBST で 3 回洗浄した後、蛍光顕微鏡
BX51 (OLYMPUS)で観察した。 
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1-6 Protease digestion assay 
Myc-FAD158-Flag 融合タンパク質発現プラスミドを HeLa 細胞にトランスフェクシ
ョンし、48 時間後に細胞を回収した。細胞を Buffer Aで懸濁した後、Dounce型ホモジ
ナイザーで 10 回ホモジナイズし、1,000 ×g で 5分間、4°Cで遠心した。さらに、上清
を 55,000 rpmで 1 時間、4 °Cで遠心し、上清を除去し、膜画分を得た。膜画分を Buffer 
B で懸濁してタンパク定量し、膜画分 100 g を Triton X-100 で処理または未処理で、
Proteinase K を加え 1時間、4 °Cで消化した。アセトン沈殿した後、SDS loading buffer
に懸濁し 5分間煮沸しサンプルを調製した。続いて、sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
gel electrophoresis (SDS-PAGE)、ウェスタンブロット解析を行った。 
 
1-7 ウェスタンブロット解析 
Protease digestion assayにより得られたサンプルをSDS-PAGEにより分離した。Blotting 
buffer 中で Immobilon-P Transfer Membrane (Millipore)へトランスファーした。トランスフ
ァー後、membrane を Blocking buffer に浸し、4°C で一晩ブロッキングした。次に、
membrane を一次抗体に浸し、室温で 1時間反応させた。続いて、membrane を二次抗体
に浸し、室温で 1 時間反応させた後、BCIP/NBT を用いて発色させた。 
 
(2) 結果 
FAD158 のトポロジーを明らかにするため、N末端に Myc タグ、C末端に FLAGタグ
を持つダブルタグ融合 FAD158 を発現するプラスミドを構築した (Fig. 5A)。次に、ダブ
ルタグが FAD158 の局在に影響を与えていないかを検討するため、HeLa 細胞にダブル
タグ融合 FAD158 を発現させ、抗 Myc 抗体および抗 FLAG 抗体を用いて免疫染色を行
った (Fig. 5B)。その結果、抗Myc 抗体、抗 FLAG抗体のどちらで免疫染色を行った時
も、小胞体膜タンパク質である calnexin の局在と一致した。以上の結果より、ダブルタ
グを融合しても FAD158の局在が変化しないことを確認した。 
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トポロジーは protease digestion assayにより検討した (Fig. 6)。FAD158はドメイン検
索の結果から 4 回膜貫通タンパク質である可能性が高いと考えられる (15)。このこと
を前提に考えると、FAD158 の構造は、末端が小胞体内腔に存在する構造 (A)、末端が
細胞質内に存在する構造 (B)の 2 通りが考えられる。FAD158 がどちらの構造であるか
は、Proteinase K 処理および Triton X-100処理の有無によって、消化断片が検出される
か否かによって決定される。まず、Proteinase K を加えない場合、(A)、(B)ともに、タン
パク質の全長が検出される。次に、Proteinase K を加えた場合、Triton X-100 を加えない
と、(A)はエピトープを含む末端が小胞体内腔にあるため消化されず、ウェスタンブロ
ット解析で消化断片が検出される。一方、(B)はエピトープを含む末端が小胞体の外側
にあるため消化され、ウェスタンブロット解析で何も検出されない。続いて、Triton 
X-100 を加えると、(A)、(B)ともに小胞体膜が破壊されて、すべてが消化されるため、
ウェスタンブロット解析で何も検出されない。 
以上より、抗 Myc 抗体、抗 FLAG 抗体でともに消化断片が検出されたら、両末端が
(A)
(B)
anti-Myc anti-calnexin merged
anti-calnexin merged
phase contrast
phase contrastanti-FLAG
Transmembrane domain
Leucine-rich repeat region
1 803 aa
Myc FLAG
Fig. 5. Schematic representation and subcellular localization of Myc-FAD158-FLAG fusion 
protein. 
(A) Schematic representation of Myc-FAD158-FLAG fusion protein. (B) Subcellular localization 
of Myc-FAD158-FLAG fusion protein. Transiently transfected HeLa cells were fixed for 
immunofluorescence staining with anti-Myc or anti-FLAG and anti-calnexin, the endoplasmic 
reticulum marker. Fluorescence of Myc (green, FITC), FLAG (green, FITC) and calnexin (red, 
TRITC) was detected with fluorescence microscopy. 
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小胞体内腔に、ともに検出されなかったら両末端は細胞質側に存在すると判断する。な
お、抗 Myc 抗体、抗 FLAG 抗体のうち、どちらか一方で検出され、もう片方で検出さ
れなかった場合は、4 回膜貫通ではなく、膜貫通領域が奇数個存在する可能性が示唆さ
れる。 
 
 
 
 
 
はじめに、コントロールとして calnexin の Protease digestion assayを行った。calnexin
は、1回膜貫通型の小胞体膜タンパク質であり、解析に用いた抗 calnexin抗体は、小胞
体内腔に位置するN末端 (amino acid residues 1-70)を認識する (Fig. 7A)。まず、Proteinase 
K を加えない場合、約 82 kDa の全長 calnexin が検出された (Fig. 7B, lane 1, 2)。次に、
Proteinase Kを加えた場合、Triton X-100を加えないと、C末端が消化され生じた約 65 kDa
の消化断片が検出された (Fig. 7B, lane 3-5)。続いて、Triton X-100 を加えると、約 65 kDa
の calnexin 消化断片が消失した (Fig. 7B, lane 8)。以上の結果より、Protease digestion 
assayの実験系が成立していることが確認できた。 
 
ER Lumen
Cytosol
(A) In the case where N- and C- terminal ends of 
FAD158 are oriented toward the ER lumen.
Myc
FLAG
Triton X-100
Proteinase K
Proteinase K
Triton X-100           or
ER Lumen
Cytosol Triton X-100
Proteinase K
Myc
FLAG
ER Lumen
Cytosol Triton X-100
Proteinase K
Proteinase K
Triton X-100
ER Lumen
Cytosol Triton X-100
Proteinase K
Myc
FLAG
Triton X-100
Proteinase K
Proteinase K
Triton X-100
Triton X-100
Proteinase K
FAD158 is completely digested FAD158 is completely digested
(B) In the case where N- and C- terminal ends of 
FAD158 are oriented toward the cytoplasm.
Fig. 6. Principle of protease digestion assay and determination of FAD158 membrane topology. 
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(A) (B)
N
C
70
Anti-Calnexin
Calnexin
1
591
Cytosol
ER Lumen
182
116
82
64
49
Calnexin
CalnexinDC
1 2 3 4 5 6 7 8
Triton X-100
Proteinase K
(kDa)
Fig. 7. Determination of the membrane topology of calnexin. 
(A) Schematic transmembrane topology of calnexin. The anti-calnexin antibody recognizes the N 
terminal region of calnexin (amino acid residues 1-70). (B) Total membrane fractions were prepared 
from HeLa cells transfected Myc-FAD158-FLAG fusion protein expression plasmid and treated 
without or with proteinase K in the absence or presence of Triton X-100. Proteins were separated by 
SDS-PAGE and transferred to polyvinylidene difluoride membrane, followed by immunoblotting 
with anti-calnexin antibody. 
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この条件下で、FAD158のトポロジーの検討を行った。まず、Proteinase K を加えない
場合、抗Myc 抗体、抗 FLAG抗体を用いた時、ともに約 95 kDa の全長 FAD158 が検出
された (Fig. 8A, lane 1, 2, 9, 10)。次に、Proteinase K を加えた場合、末端が小胞体内腔に
位置する時に抗Myc 抗体では約 6 kDa に、抗 FLAG抗体では約 56 kDa に検出されるこ
とが予想される消化断片は検出されなかった (Fig. 8A, lane 3-5, 11-13)。 
以上の結果より、FAD158 は N末端および C末端がともに細胞質側に存在する構造で
小胞体膜に局在する可能性が示唆された (Fig. 8B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
N-terminus (anti-Myc)
Full length
(kDa)
171
110
79
14
6
1 2 3 4 5 6 7 8
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Proteinase K
(A)
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182
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49
Full length
9 10 11 12 13 14 15 16
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Proteinase K
C-terminus (anti-FLAG)
(B)
N
C
Cytosol
ER Lumen
FAD158
1
803
Fig. 8. Determination of the membrane topology of FAD158. 
(A) Total membrane fractions were prepared from HeLa cells transfected Myc-FAD158-FLAG 
fusion protein expression plasmid and treated without or with proteinase K in the absence or 
presence of Triton X-100. Proteins were separated by SDS-PAGE and transferred to polyvinylidene 
difluoride membrane, followed by immunoblotting with anti-Myc (right) and anti-FLAG (left) 
antibody. (B) A model depicting the proposed membrane topology of FAD158. 
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第二節 fad158ノックアウトマウスの樹立と解析 
 
細胞レベルでは、fad158 が脂肪細胞分化を正に制御していることが分かっているが、
個体レベルでの fad158 の役割は全く分かっていない (15)。そこで、fad158 ノックアウ
トマウスの樹立と、その解析を行った。 
 
(1) 実験動物 
本検討で用いた動物は、明暗 12 時間周期、室温 23°C、湿度 52-59%、自由摂食、自
由摂水下で飼育した。なお、動物実験は「名古屋市立大学動物実験規定」に基づき、名
古屋市立大学大学院医学研究科実験動物研究教育センターで行った。 
 
(2) 実験材料および実験方法 
2-1 実験材料 
fad158ターゲティングベクター (20) 
tail prep buffer 0.1 M NaCl, 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM EDTA, 1% SDS 0.5 
mg/mL Proteinase K 
phenol/CIAA phenol, chloroform, isoamylalcohol (25:24:1で混合) 
RNase A (MARLIGEN) 
アルカリ変性溶液 0.5 N NaOH, 1.5 M NaCl 
中和溶液 1.5 M Tris-HCl (pH 7.4), 1.5 M NaCl 
20× SSC 3 M NaCl, 0.3 M sodium citrate 
50× Denhardt’s 1% ficoll 400, 1% Polyvinylpyrrolidone, 1% bovine serum albumin 
20× SSPE 3.6 M NaCl, 0.2 M NaH2PO4, 0.2 M EDTA 
NaOHで pH 7.7 に調整 
ハイブリダイゼーションバッファー 
20 g/ml salmon sperm DNA, 50% formamide, 5× SSPE, 5× Denhardt’s, 
0.1% SDS 
標準飼料 MEQ (オリエンタル酵母工業株式会社) 
高脂肪飼料 HFD 32 (日本クレア株式会社) 
ノボリン R注 100単位/ml (ノボ ノルディスク ファーマ株式会社) 
テルモシリンジ 1 ml (テルモ株式会社) 
テルモ注射針 27G (テルモ株式会社) 
テルモヘマトクリット毛細管 (テルモ株式会社) 
グルコース CII-テストワコー (和光純薬工業株式会社) 
D(+)-Glucose (和光純薬工業株式会社) 
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2-2 組み換え ES 細胞のスクリーニング 
TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice (TaKaRa)を用いて、以下の条件で PCRを行った。得
られた PCR産物を 0.8% agarose gel で電気泳動し、EtBrで染色した。 
反応組成 TaKaRa LA Taq (TaKaRa)に準じた。 
反応条件 denature : 94°C 1 min 
annealing : 70°C 1 min 
extension : 72°C 3 min 
サイクル数 : 40 
プライマー : 5’-TGCCAGGCACCCACATAGCAGGTCACAA-3’ 
 5’-GGGAGGAGTAGAAGGTGGCGCGAAGGGG-3’ 
 
2-3 ゲノミックサザンブロット解析による遺伝子型決定 
ES 細胞またはマウスの尾から tail prep buffer、phenol/CIAAを用いてゲノムを抽出し
た。得られたゲノム 10 g を制限酵素 SphI で処理しエタノール沈殿を行った後、0.8% 
agarose gel で電気泳動した。ゲルを 0.25 N HClで 15 分、アルカリ変性溶液で 30 分、
中和溶液で 45分処理した後、DNAを Hybond N+ (Amersham Pharmacia)にトランスファ
ーした。トランスファーは 12時間以上行い、バッファーは 20× SSCを用いた。トラン
スファーしたフィルターを 2× SSC で洗浄し 6 時間風乾させた。その後、UV 照射を行
い固定した。フィルターを ハイブリダイゼーションバッファーに浸し、42°C一晩、プ
レハイブリダイゼーションを行った。QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)を用いて回
収したフラグメント 60 ng を BcaBESTTM Labeling kit (TaKaRa) を用いて[-32P] dCTP 
(Amersham Pharmacia) で標識し、Sephadex G-50 (Amersham Pharmacia) を用いたカラム
に通し、プローブを作成した。ハイブリダイゼーションバッファーに熱変性させたプロ
ーブを加え、42°C で一晩ハイブリダイゼーションを行った。その後、フィルターを一
次洗浄液 (2× SSPE、0.1% SDS)を用いて 42°C で 15 分間、さらに一次洗浄液を用いて
42°Cで 15分間、二次洗浄液 (1× SSPE、0.1% SDS)を用いて 42°Cで 15分間、二次洗浄
液を用いて 64°Cで 15 分間の条件で洗浄し、オートラジオグラフィーを行った。 
 
2-4 fad158ノックアウトマウスの樹立 
fad158ターゲティングベクターを D3 ES 細胞へトランスフェクションした。得られ
た ES 細胞をスクリーニングしたところ、3つのクローンで相同組み換えが確認された。
この 3つのクローンを胚盤胞期の C57BL/6 Cr 由来受精卵へインジェクションし、キメ
ラマウスを得た。キメラマウスを C57BL/6J 雌マウスと交配したところ、3系統のうち 2
系統でジャームライントランスミッションが確認できた。fad158 ヘテロノックアウトマ
ウス雄について戻し交配を 9回以上行い、C57BL/6J に遺伝的背景を揃えた。 
なお、ES 細胞へのターゲティングベクターの導入と ES 細胞からのキメラマウスの
 - 14 - 
作製は、大阪大学微生物病研究所、岡部先生、伊川先生との共同研究で行った。 
 
2-5 total RNAの調製 
TriPure (Roche)を用いて添付プロトコルに従い、摘出したマウスの各臓器から total 
RNAを調製した。 
 
2-6 RT-PCR 
ReverTra Ace -- (TOYOBO)を用いて添付プロトコルに従い、調製した total RNAから
single strand cDNAを作製した。 
 
2-7 Real-time quantitative PCR (Q-PCR) 
ABI PRISM 7000 sequence detection system (Applied Biosystems)を用いて、以下の条件で
行った。なお、内部標準として 18S rRNAを用いた。 
反応組成 TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)に準じた。 
反応条件 1 cycle : 50°C 2 min 
 1 cycle : 95°C 10 min 
 40 cycles : 95°C 15 sec, 60°C 1 min 
プライマーおよびプローブ 
 fad158 :  Mm00505716_m1 
 18S rRNA : 4308329 
検量線 3T3-L1 細胞の分化誘導後 6 時間由来の single strand cDNA を用いた。 
 
2-8 Semi-quantitative RT-PCR 
TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice (TaKaRa)を用いて、以下の条件で PCRを行った。得
られた PCR産物を 8% polyacrylamide gel で電気泳動し、EtBrで染色後、フルオロイメ
ージャー (Molecular Dynamics)で目的のバンドを定量化した。なお、内部標準として 18S 
rRNAを用いた。 
反応組成 AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems)に準じた。 
反応条件 denature : 95°C 30 sec 
annealing : 56°C 30 sec 
extension : 72°C 1 min 
サイクル数 : fad158 WAT  28 liver  32 
 LRRC8a WAT  27 liver  29 
 LRRC8b WAT  27 liver  30 
 LRRC8d WAT  27 liver  27 
 LRRC8e WAT  31 liver  35 
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 18S rRNA WAT  21 liver  21 
プライマー fad158 : 5’-TCCCAATGTCTCCCAGGCAG-3’ 
 5’-CTTGGCCTGCTCACCTTCCT-3’ 
LRRC8a : 5’-ACCAAAGACTCCTGCAAC-3’ 
  5’-GTAGACGGTGTAGCAGAT-3’ 
LRRC8b : 5’-TGACAATCAGTGCGCTGT-3’ 
  5’-CACTGGTAGCGCTTATAG-3’ 
LRRC8d : 5’-GCTCCAAGGTTGAGCATT-3’ 
  5’-TTCGGGGATCAGTTCAAG-3’ 
LRRC8e : 5’-CCACGAATCTCGTGAGAA-3’ 
  5’-GTTGTAAACCAGGATGGC-3’ 
 
2-9 インスリン耐性試験 
マウスを 3 時間絶食させた後、インスリンを 0.75 U/kg body weight で腹腔内投与し、
投与後 0、15、30、60 分の血液を尾静脈から採取した。得られた血液の血中グルコー
ス濃度をグルコース CII-テストワコーを用いて測定した。 
 
2-10 糖負荷試験 
マウスを 16 時間絶食させた後、グルコースを 1 g/kg body weight で腹腔内投与し、投
与後 0、15、30、60、120 分の血液を尾静脈から採取した。得られた血液の血中グルコ
ース濃度をグルコース CII-テストワコーを用いて測定した。 
 
2-11 高脂肪食摂食下の実験 
高脂肪食摂食下の実験では、マウスに 32%の脂肪分を含む飼料を、5 週齢から実験終
了まで与えた。 
 
2-12 統計処理 
Fig. 9Cを除いて、実験結果は全て平均値±標準誤差として表示した。2群間の平均値
差の検定には Student’s t-test を用いた。なお、Fig. 9Cは平均値±標準偏差として表示し
た。 
 
(3) 結果 
fad158の個体レベルでの役割を明らかとするため、fad158 ノックアウトマウスの樹立
を行った。fad158は mouse chromosome 5 にある単一コピー遺伝子であり、4つの exon
からなり、翻訳開始コドンは exon 3に存在する。ORFの約 95%が exon 4 に存在するこ
とから、exon 4 をターゲットとして fad158 ノックアウトマウスを作製した (Fig. 9A)。
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まず、ES 細胞にターゲティングベクターをトランスフェクションし、相同組み換えを
起こしたものを選別する目的で、PCRスクリーニングを行った (Fig. 9B)。PCRスクリ
ーニングは、2 段階に分けて行った。まず、6 クローンずつ混合した検体でスクリーニ
ングした。次に、ポジティブバンドが得られた検体について、各クローンに分けてスク
リーニングを行った。その結果、1 段階目のスクリーニングでは、15、24、35 の 3 つ
の検体でポジティブバンドが得られ、2 段階目のスクリーニングでは、15D、24E、35D
の 3 クローンでポジティブバンドが得られた (Fig. 9B)。続いて、この 3 クローンにつ
いて、正しく相同組み換えが起こっているか否か確認するため、ゲノミックサザンブロ
ット解析を行った (Fig. 9C)。その結果、3 クローンすべてにおいて、野生型アレル由
来の 19.6 kbp および組み換えアレル由来の 9.3 kbp のバンドが検出された (Fig. 9C)。こ
の 3 クローンからキメラマウスを作製した結果、15D と 24E でジャームライントラン
スミッションが確認され、2 系統の fad158 ノックアウトマウスを樹立した。得られた
マウスについて、ゲノミックサザンブロット解析を用いてマウスの遺伝子型を調べた 
(Fig. 9D)。その結果、野生型アレル由来の 19.6 kbp および組み換えアレル由来の 9.3 kbp
のバンドが検出でき、野生型、ヘテロノックアウト、ホモノックアウト、いずれのマウ
スの遺伝子型も確認できた。また、fad158 ノックアウトマウスは、メンデル率に従って
生まれ、成体まで成長することが明らかとなった。次に、得られた fad158 ノックアウ
トマウスにおいて各種組織の fad158 の発現を解析し、fad158 が発現していないことを
確認した (Fig. 9E)。以上より、fad158ノックアウトマウスの樹立を完了した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 - 17 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ORF
Exon    1            2               3                                               4
ATG
Mouse
chromosome 5
NEO TKTargeting vector
ATG
NEOTargeted allele
SphI SphI
SphISphI SphI
Probe
19.6 kb
9.3 kb
(A)
(E)
19.6 kbp
9.3 kbpTargeted
Wild type
(D)
Probe
R
e
la
ti
v
e
 m
R
N
A
 e
x
p
re
s
s
io
n
(f
a
d
1
5
8
/1
8
S
 r
R
N
A
)
0
0.2
0.4
WAT Liver Spleen Lung
N.D. N.D. N.D. N.D.
WT
KO
#15
A B C D E F A B C D E F A B C D E F
#24 #35
M P N M M MP N
3.0 kbp
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 P NM P
25 26M 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 P NP
3.0 kbp
(B) (C)
19.6 kbp
9.3 kbpTargeted
Wild type
3.0 kbp
Fig. 9. The generation of mice lacking fad158. 
(A) Schematic representation of the gene-targeting strategy. Top: partial restriction map of the 
fad158 locus. Middle: construct of the fad158-targeting vector. Bottom: the expected mutant locus. 
The black and white boxes represent the exon and ORF of the fad158 gene, respectively. The gray 
and white boxes represent pgk-neo and pgk-tk cassettes, respectively. The DNA fragment used as a 
probe for Southern blotting is shown as a closed bar. (B) Results of PCR screening. P: positive 
control. N: negative control. M: marker. (C) Southern blot analysis of ES cell genomic DNA. 
SphI-digested genomic DNA was hybridized with the probe. The 19.6-kb band corresponds to the 
wild-type allele, and the 9.3-kb band, to the mutant allele. (D) Southern blot analysis of mouse 
genomic DNA. (E) Evidence for deletion of fad158. The level of fad158 expression in each tissue 
was determined by Q-PCR and normalized to 18S rRNA expression. The data represent means with 
standard deviations (n = 3). 
 - 18 - 
fad158は、leucine-rich repeat containing 8 (LRRC8)ファミリーに属し、その中の LRRC8c
と同一であることが現在では明らかになっている (21)。また、LRRC8 ファミリーは a
から e までの 5 つが存在することが報告されている (21) (Fig. 10A)。そこで、fad158 欠
損が、他の LRRC8ファミリーの発現に影響を与えるか否か半定量 PCRで検討した (Fig. 
10B)。なお、検討は白色脂肪組織および肝臓で行った。その結果、白色脂肪組織および
肝臓において他の LRRC8 ファミリーの発現は、野生型マウスと fad158ノックアウトマ
ウスで大きな差がない可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、fad158 欠損が肥満に与える影響について解析した。まず、普通食摂食条件下に
おいて解析を行った。摂食量と摂水量を測定した結果、野生型マウスと fad158 ノック
アウトマウスで差が見られなかった (Fig. 11A)。また、野生型マウスと fad158 ノックア
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Fig. 10. Tissue expression of LRRC8 family genes. 
(A) Schematic structures of LRRC8 family proteins. (B) The levels of LRRC8 family genes 
expression in subcutaneous WAT and liver were determined by semi-quantitative PCR. 
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ウトマウスで体重変化に差が見られなかった (Fig. 11B)。30 週齢でマウスを解剖し組織
重量を測定した。その結果、各種白色脂肪組織、肝臓、いずれの組織についても、野生
型マウスと fad158 ノックアウトマウスで差が見られなかった (Figs. 11C, D)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
普通摂食条件下において、fad158 欠損がインスリン感受性および糖代謝能に与える影
響を検討するため、23 週齢にインスリン耐性試験、27 週齢に糖負荷試験を行った。イ
ンスリン耐性試験の結果、インスリン投与後の血中グルコース濃度変化は野生型マウス
と fad158 ノックアウトマウスで差が見られなかった (Fig. 12A)。また、糖負荷試験の結
果、野生型マウスと fad158 ノックアウトマウスで、グルコース投与後の血中グルコー
ス濃度変化に差が見られなかった (Fig. 12B)。これらの結果から、fad158欠損は普通食
摂食下においてインスリン感受性、糖代謝能に影響を与えなかった。 
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Fig. 11. Characterization of fad158-deficient mice fed a normal chow diet. 
(A) Food intake (left panel) and water intake (right panel) were measured for WT (white bar, n = 
5) and KO (black bar, n = 7) mice fed a normal diet. (B) Time course of changes in body weight in 
WT (white dots, n = 5) and KO (black dots, n = 7) mice on a normal diet. (C) Weights of various 
adipose tissues. WT (white bar, n = 5) and KO (black bar, n = 7) mice fed a normal diet were 
sacrificed and dissected at 30 weeks of age. (D) Weight of liver. WT (white bar, n = 5) and KO 
(black bar, n = 7) mice fed a normal diet were sacrificed and dissected at 30 weeks of age. Results 
are presented as the mean and standard error. 
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以上の結果より、普通食摂食条件下において、fad158 欠損は、解析したいずれのパラ
メーターにも影響を及ぼさないことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
続いて、高脂肪食摂食条件下において解析を行った。摂食量と摂水量を測定した結果、
野生型マウスと fad158ノックアウトマウスで差が見られなかった (Fig. 13A)。この時の
マウスの体重変化を比較すると、野生型マウスでは高脂肪食による体重増加が著しいの
に対して、fad158 ノックアウトマウスでは野生型マウスほど体重増加が大きくなく、14 
週齢では有意に fad158ノックアウトマウスが軽くなった (Fig. 13B)。また、25 週齢で
マウスを解剖し組織重量を測定した結果、精巣上体白色脂肪組織では差が見られなかっ
たが、皮下および腎周囲白色脂肪組織、肝臓においては、fad158 ノックアウトマウスの
方が軽い結果が得られた (Figs. 13C, D)。 
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Fig. 12. Insulin sensitivity and glucose homeostasis in wild-type and fad158-deficient mice fed 
a normal chow diet. 
(A) ITT; 3-h fasted WT (white dots, n = 5) and KO (black dots, n = 7) mice at 23 weeks of age 
were used. The mice were given an intraperitoneal injection of insulin (0.75 U/kg body weight). (B) 
GTT; 16-h fasted WT (white dots, n = 5) and KO (black dots, n = 7) mice at 27 weeks of age were 
used. The mice were given an intraperitoneal injection of glucose (1.0 g/kg body weight). Results 
are presented as the mean and standard error. 
 - 21 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
高脂肪摂食条件下において、fad158欠損がインスリン感受性および糖代謝能に与える
影響を検討するため、19 週齢にインスリン耐性試験、22 週齢に糖負荷試験を行った。
インスリン耐性試験の結果、インスリン投与後いずれの時点においても、大きな差では
ないものの、fad158 ノックアウトマウスで血中グルコース濃度が有意に低い結果が得ら
れた (Fig. 14A)。一方、糖負荷試験では、グルコース投与後の血中グルコース濃度変化
は野生型マウスと fad158 ノックアウトマウスで差が見られなかった (Fig. 14B)。以上の
結果より、fad158 欠損は高脂肪食摂食条件下で、インスリン感受性を増加させる一方で、
糖代謝能には影響を与えなかった。 
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Fig. 13. Characterization of fad158-deficient mice fed a high-fat diet. 
(A) Food intake (left panel) and water intake (right panel) were measured for WT (white bar, n = 
8) and KO (black bar, n = 8) mice fed a high-fat diet. (B) Time course of changes in body weight in 
WT (white dots, n = 8) and KO (black dots, n = 8) mice on a high-fat diet. (C) Weights of various 
adipose tissues. WT (white bar, n = 8) and KO (black bar, n = 8) mice fed a high-fat diet were 
sacrificed and dissected at 25 weeks of age. (D) Weight of liver. WT (white bar, n = 8) and KO 
(black bar, n = 8) mice fed a high-fat diet were sacrificed and dissected at 25 weeks of age. Results 
are presented as the mean and standard error. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.005; compared with 
the WT mice under the same conditions. 
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第三節 考察および小括 
 
(1) 考察 
FAD158 について、ドメイン検索の結果より 4つの膜貫通領域を持つことと、細胞内
局在の検討から小胞体に局在することが明らかとなっていた (15)。しかし、FAD158 が
どの様な構造で小胞体膜に局在しているか、そのトポロジーは不明であった。そこで、
本章では Protease digestion assayを用いて FAD158のトポロジーを解析した。その結果、
FAD158のN末端およびC末端が細胞質側に存在する構造で小胞体膜に局在する可能性
が示唆された (Fig. 8)。N 末端、C 末端ともに細胞質側に存在することから、FAD158
は膜貫通領域を偶数個持つ可能性も示唆された。ドメイン検索の結果を考慮すると
FAD158 は 4 回膜貫通タンパク質である可能性が高いことが考えられる。今後、抗
FAD158 抗体を用いた protease digestion assayや、N-glycosylation site mappingを行うこと
で、本研究結果の信頼性が高められると考えられる。本検討より、FAD158 が C末端に
持つ LRRが細胞質に存在することが示唆された。LRRはタンパク質間相互作用部位と
して報告されている (21-24)。よって、FAD158 が細胞質で LRR を介して何らかの因子
と相互作用し機能していることが予想される。今後、3T3-L1 細胞の細胞質画分を用い
て、FAD158 の LRRと相互作用する因子を探索することが、FAD158 の分子機能を解明
する上で重要であると考えられる。 
これまで当研究室では、細胞レベルで fad158 が脂肪細胞分化を正に制御することを
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Fig. 14. Insulin sensitivity and glucose homeostasis in wild-type and fad158-deficient mice fed 
a high-fat diet. 
(A) ITT; 3-h fasted WT (white dots, n = 8) and KO (black dots, n = 8) mice at 19 weeks of age 
were used. The mice were given an intraperitoneal injection of insulin (0.75 U/kg body weight). (B) 
GTT; 16-h fasted WT (white dots, n = 8) and KO (black dots, n = 8) mice at 22 weeks of age were 
used. The mice were given an intraperitoneal injection of glucose (1.0 g/kg body weight). Results 
are presented as the mean and standard error. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005; compared with 
the WT mice under the same conditions. 
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明らかにしている (15)。しかし、個体レベルにおける fad158 の役割は全く不明であっ
た。そこで、本章では fad158ノックアウトマウスを作製し、その解析を行った。まず、
fad158 は LRRC8 ファミリーに属することから、fad158 欠損が他の LRRC8 ファミリー
の発現に影響を与えるか否か検討した。その結果、白色脂肪組織および肝臓において
fad158欠損は LRRC8ファミリーの発現に影響を与えない可能性が示唆された (Fig. 10)。
このことより、少なくとも白色脂肪組織と肝臓では、他の LRRC8 ファミリーの発現上
昇により、fad158欠損が補われていない可能性が示唆された。しかし、タンパク質レベ
ルの発現上昇や活性上昇により fad158欠損を補っている可能性もあるため、redundancy
に関して、より詳細な検討が必要と考えられる。 
次に、fad158 欠損が肥満に与える影響を普通食摂食条件下と、高脂肪食摂食条件下で
検討した。その結果、普通食摂食条件下では、fad158 ノックアウトマウスと野生型マウ
スで肥満に関するパラメーターに差がなかった (Figs. 11, 12)。一方、高脂肪食摂食条件
下では、fad158 ノックアウトマウスで体重、皮下および腎周囲白色脂肪組織、肝臓が軽
く、インスリン感受性が上昇した (Figs. 13, 14)。Fad158ノックアウトマウスの体重の
減少は、白色脂肪組織と肝臓の重量の減少が一つの要因として考えられる。しかし、野
生型マウスと fad158 ノックアウトマウスの白色脂肪組織重量の差と肝臓重量の差の合
計よりも、体重の差の方が大きいことから他の原因も考えられる。今後、他の組織の重
量や運動量、エネルギー代謝などの解析により、fad158の脂肪細胞分化以外の役割が明
らかになる可能性が考えられる。細胞レベルで fad158 は脂肪細胞分化を正に制御する
ことから、fad158ノックアウトマウスの白色脂肪組織重量の減少は脂肪細胞分化の阻害
が原因として考えられる。今後、fad158 ノックアウトマウスの白色脂肪組織について、
脂肪細胞の数や大きさなどの組織学的解析を行うことにより、fad158 が個体レベルで脂
肪細胞分化を制御しているか否か明らかになると考えられる。 
また、fad158 ノックアウトマウスの皮下、精巣上体、腎周囲白色脂肪組織の重量につ
いて検討したところ、皮下と腎周囲白色脂肪組織では重量が減少していたのに対し、精
巣上体白色脂肪組織では野生型マウスと重量に差が見られなかった (Fig. 13C)。このこ
とから、各種白色脂肪組織間で fad158 の発現や活性に差がある可能性が考えられる。
各種白色脂肪組織における fad158 の発現の解析など、より詳細な検討が必要と考えら
れる。さらに、fad158 ノックアウトマウスでは肝臓重量が減少していた (Fig. 13D)。肝
臓における fad158 の機能は全く不明であるが、恐らくこの重量減少は脂肪肝が抑制さ
れたためと考えられる。今後、fad158 ノックアウトマウスの肝臓の組織学的解析ととも
に、脂肪肝と fad158 の関連の検討が必要である。インスリン感受性について、fad158
ノックアウトマウスで上昇した (Fig. 14A)。インスリン抵抗性の原因物質として、脂肪
細胞から分泌される tumor necrosis factor  (TNF)、レジスチン、free fatty acid (FFA)な
どのアディポサイトカインが報告されており、これらがインスリンの情報伝達を阻害す
ることが分かっている (25)。また、アディポサイトカインの一つであるアディポネク
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チンは、インスリン感受性を上昇させることや、肥満により血中アディポネクチン濃度
が減少することが分かっている (26)。fad158 ノックアウトマウスは白色脂肪組織が減
少していることから、脂肪細胞からの TNF、レジスチン、FFAの分泌量が減少し、ア
ディポネクチンの分泌量が増加したことにより、インスリン感受性が上昇したと考えら
れる。fad158 欠損によるインスリン感受性上昇の原因を明らかにするためには、今後、
これらアディポサイトカインの血中濃度を測定することが必要であると考えられる。 
 
 
 
(2) 小括 
1. FAD158 は、N末端および C末端が細胞質側に存在する構造で小胞体膜に局在す
る可能性が示唆された。 
 
2. Fad158ノックアウトマウスを樹立した。 
 
3. Fad158 欠損は、白色脂肪組織および肝臓において他の LRRC8 ファミリーの発
現に影響を与えない可能性が示唆された。 
 
4. Fad158欠損は、普通食摂食条件下において体重、白色脂肪組織重量、肝臓重量、
インスリン感受性、糖代謝能に影響を与えなかった。 
 
5. Fad158 欠損は野生型と比べ、高脂肪食摂食条件下において体重、白色脂肪組織
重量、肝臓重量が減少し、インスリン感受性が増加した。 
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第二章 KCNK10の脂肪細胞分化制御メカニズムの解析 
 
第一節 Kcnk10の発現上昇に関与する脂肪細胞分化誘導剤の成分の検討 
 
当研究室のこれまでの検討から、kcnk10は 3T3-L1 細胞の脂肪細胞分化誘導 3時間後
をピークに一過性に発現が上昇することが分かっている (17)。しかし、この発現上昇
が脂肪細胞分化誘導剤の何の成分に由来するのか、詳しい検討はなされていなかった。
そこで、3T3-L1 細胞の脂肪細胞分化に必要とされる誘導剤成分 insulin、IBMX、Dex、
FBSのうち、どの成分が kcnk10の発現上昇に関与するかを検討した。 
 
(1) 実験材料および実験方法 
1-1 実験材料 
3T3-L1 細胞 (大日本製薬) 
ダルベッコ変法イーグル MEM培地 (DMEM) (ニッスイ) 
Calf Serum (Life Technologies) 
FBS (Life Technologies) 
Insulin (Sigma) 
Dex (Sigma) 
IBMX (ナカライテスク) 
基本培地 DMEM, 10% Calf Serum 
分化誘導培地 DMEM, 10% FBS, 10 g/ml insulin, 0.5 mM IBMX, 1 M Dex 
分化促進培地 DMEM, 10% FBS, 5 g/ml insulin 
 
1-2 3T3-L1 細胞の培養と脂肪細胞分化誘導 
コンフレントまで基本培地を用いて 5.0% CO2、37°Cの条件下で培養した。コンフレ
ントに達した後、基本培地で培地交換を行い、そのまま 48 時間培養した。続いて、分
化誘導培地で培地交換し分化誘導した。その後は、1 日おきに分化促進培地で培地交換
した。 
 
1-3 3T3-L1 細胞への各種培地の添加 
脂肪細胞分化誘導方法に倣い各種培地を添加した。用いた培地の組成は以下に示す。 
+ins, +Dex, +IBMX, +FBS : DMEM, 10% FBS, 10 g/ml insulin, 0.5 mM IBMX, 1 M Dex 
-ins, -Dex, -IBMX, -FBS : DMEM, 10% Calf Serum 
+ins : DMEM, 10% Calf Serum, 10 g/ml insulin 
+Dex : DMEM, 10% Calf Serum, 1 M Dex 
+IBMX : DMEM, 10% Calf Serum, 0.5 mM IBMX 
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+FBS : DMEM, 10% FBS 
-ins : DMEM, 10% FBS, 1 M Dex, 0.5 mM IBMX 
-Dex : DMEM, 10% FBS, 10 g/ml insulin, 0.5 mM IBMX 
-IBMX : DMEM, 10% FBS, 10 g/ml insulin, 1 M Dex 
-FBS : DMEM, 10% Calf Serum, 10 g/ml insulin, 1 M Dex, 0.5 mM 
IBMX 
1-4 total RNAの調製 
分化誘導前 0 時間および分化誘導後 3 時間の細胞から、TriPure (Roche)を用いて添付
プロトコルに従い total RNA を調製した。 
 
1-5 RT-PCR 
第一章 第二節に準じた。 
 
1-6 Q-PCR 
第一章 第二節に準じた。但し、プローブは kcnk10 (Mm00504118_m1)、検量線は 
3T3-L1 細胞の分化誘導後 3 時間由来の single strand cDNA を用いた。 
 
(2) 結果 
Kcnk10 の発現上昇に関与する脂肪細胞分化誘導剤成分を調べるため、まず、誘導剤
成分 insulin、Dex、IBMX、FBSの 4 つのうち、1 つを加えた時の kcnk10 の発現変化を
検討した (Fig. 15A)。分化誘導 0 時間から 3 時間において、4つすべて含む通常の分化
誘導剤では kcnk10 の発現が上昇し、4 つすべて除いた培地では kcnk10 の発現はほとん
ど上昇しなかった (Fig. 15A)。insulin、Dex、FBSそれぞれ 1つのみを含む培地では kcnk10
の発現がほとんど上昇しなかった。一方、IBMXのみを含む培地では、通常の分化誘導
剤よりも kcnk10 の発現が大きく上昇した (Fig. 15A)。次に、誘導剤成分 4 つのうち、1
つを除いた時の kcnk10の発現変化を検討した (Fig. 15B)。通常の分化誘導剤と比較して、
insulinを除いた培地の kcnk10 発現レベルは変化しなかったが、Dex、FBS それぞれ 1つ
を除いた培地の kcnk10発現レベルは上昇した (Fig. 15B)。一方、IBMX を除いた培地で
は kcnk10 の発現がほとんど上昇しなかった (Fig. 15B)。以上の結果より、kcnk10の発現
上昇には IBMX が重要な役割を果たしていることが明らかとなった。 
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第二節 Kcnk10の発現抑制が MCEに与える影響の検討 
 
脂肪細胞分化過程の初期には一過性の細胞増殖が起こる。この現象はMCEと呼ばれ、
脂肪細胞分化に必須だと考えられている (27)。3T3-L1 細胞の脂肪細胞分化過程におけ
る kcnk10 の発現上昇する時期は、MCEが起こる時期と同時期であることより、KCNK10
がMCEに関与するか否か検討した。 
 
(1) 実験材料および実験方法 
1-1 実験材料 
3T3-L1 細胞 (大日本製薬) 
ダルベッコ変法イーグル MEM培地 (DMEM) (ニッスイ) 
Calf Serum (Life Technologies) 
FBS (Life Technologies) 
Insulin (Sigma) 
Dex (Sigma) 
IBMX (ナカライテスク) 
基本培地 DMEM, 10% Calf Serum 
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Fig. 15. Effect of adipogenic inducers on the kcnk10 expression. 
(A) The effects of media in which only one inducer was added. (B) The effects of media in which 
only one inducer was omitted on kcnk10 expression. In columns labeled “-” the indicated inducer 
was omitted; in those labeled “+” the indicated inducer was added. Total RNA was prepared from 
3T3-L1 cells before induction (0 h) and at 3 h after the addition of various inducers. The expression 
level of kcnk10 was normalized to the 18S rRNA expression level, determined by quantitative real 
time PCR (Q-PCR). The data represent means with standard deviations (n = 3). The asterisks 
indicate significant differences. (*p < 0.01 vs. “+Ins, +Dex, +IBMX, +FBS”). 
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分化誘導培地 DMEM, 10% FBS, 10 g/ml insulin, 0.5 mM IBMX, 1 M Dex 
分化促進培地 DMEM, 10% FBS, 5 g/ml insulin 
Nucleofector solution kit V (Lonza) 
Kcnk10 short hairpin RNA (shRNA) 発現プラスミド (17) 
 
1-2 3T3-L1 細胞の培養と脂肪細胞分化誘導 
第二章 第一節に準じた。 
 
1-3 Nucleofector を用いた transfection 
3T3-L1 細胞への shRNA発現プラスミド導入は、Nucleofector (Amaxa)を用いて行った。
2×10
6
 個の細胞に対し shRNA発現プラスミド 9 g、Nucleofector solution kit V (Lonza) 95 
l を用い、program: T-20 で電気パルスを与えた。その細胞を 12-well plate に 3×105 
cells/well で撒いた。24 時間培養後に基本培地で培地交換し、コンフレントに達した後、
再び基本培地で培地交換した。そのまま 48 時間培養した後、分化誘導培地に培地交換
し分化誘導した。その後は、1 日おきに分化促進培地で培地交換した。 
なお、ネガティブコントロールとして、GenBank に登録されている mRNA とほとん
ど相同性がない 5’-GTAAGATGAGGCAATGGAG-3’ フラグメントを発現する scramble 
shRNA発現プラスミドを用いた。 
 
1-4 Q-PCR 
第二章 第一節に準じた。 
 
1-5 細胞数の計測 
12-well plate に培養した細胞を用いて、分化誘導前 0 日から分化誘導後 4 日目まで細
胞数の計測を行った。培地を除き、PBSで 2 回洗浄した後、0.25% Trypsinを 0.3 ml 加
え、5.0% CO2、37°Cで 5 分間放置した。細胞を回収した後、培地を加え懸濁し、血球
計算盤を用いて細胞数を計測した。 
 
(2) 結果 
Kcnk10 の発現抑制が MCE に影響を与えるか否か検討した。まず、kcnk10 の発現を
Q-PCR で解析した結果、scramble shRNA を導入したコントロール細胞と比較して、
kcnk10 を標的とした shRNA発現プラスミドを導入した細胞では、分化誘導 3 時間後で
は約 50%、6 時間後では約 40%、kcnk10 の発現が抑制されていた (Fig. 16A)。この時、
脂肪細胞分化過程における細胞数の変化を計測した結果、コントロール細胞の細胞数は
分化誘導から 4 日で約 3 倍に増加したのに対して、kcnk10 発現抑制細胞の細胞数は分
化誘導から 4 日経過してもほとんど増加しなかった (Fig. 16B)。以上の結果より、kcnk10 
 - 29 - 
発現抑制で MCE が阻害されたことから、KCNK10 が MCE を正に制御していることが
明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第三節 Kcnk10の発現抑制が C/EBPおよび C/EBPの発現上昇に与える影響の検討 
 
脂肪細胞分化過程における MCE には、転写因子である C/EBPが必要であることが
報告されている(28)。また、同じく転写因子である C/EBPがMCEを制御していること
が、当研究室により明らかとされている (29)。そこで、脂肪細胞分化過程における
KCNK10 と C/EBPおよび C/EBPの関連性を検討した。 
 
(1) 実験材料および実験方法 
1-1 実験材料 
3T3-L1 細胞 (大日本製薬) 
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Fig. 16. Effect of knockdown of kcnk10 expression on MCE. 
(A) Knockdown of kcnk10 expression by shRNA expression plasmid at 3 and 6 h after induction. 
Total RNA obtained from 3T3-L1 cells transfected with a shRNA expression plasmid targeting 
kcnk10 was subjected to Q-PCR. A scrambled shRNA expression plasmid was used as a control. 
The level of kcnk10 expression was normalized to the 18S rRNA expression determined by Q-PCR. 
The data represent means with standard deviations (n = 3). The asterisks indicate significant 
differences compared with the values for control cells (**p < 0.05). (B) At 72 h after transfection, 
post-confluent kcnk10 knockdown cells or control cells were induced to differentiate into 
adipocytes. Cell numbers were determined at various time points using a hemocytometer. The data 
represent means with standard deviations (n = 3). The asterisks indicate significant differences 
compared with the values for control cells (*p < 0.01). 
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ダルベッコ変法イーグル MEM培地 (DMEM) (ニッスイ) 
Calf Serum (Life Technologies) 
FBS (Life Technologies) 
Insulin (Sigma) 
Dex (Sigma) 
IBMX (ナカライテスク) 
基本培地 DMEM, 10% Calf Serum 
分化誘導培地 DMEM, 10% FBS, 10 g/ml insulin, 0.5 mM IBMX, 1 M Dex 
分化促進培地 DMEM, 10% FBS, 5 g/ml insulin 
Nucleofector solution kit V (Lonza) 
Kcnk10 shRNA 発現プラスミド (17) 
RIPA buffer 150 mM NaCl, 50 nM Tris-HCl (pH 7.5), 0.1% SDS, 0.5% sodium 
deoxycholate, 1% Nonidet P-40 
SDS loading buffer 62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 10% glycerol, 2% SDS, 
5% -mercaptoethanol, 0.01% bromophenol blue 
TTBS 150 mM NaCl, 20 mM Tris (pH 8.0), 0.1% Tween 
PBST 0.1% Tween 20, PBS 
Blotting buffer 25 mM Tris (hydroxymethyl) aminometane, 192 mM Glycine, 
20% Methanol 
Blocking buffer ・ 5% BSA 含有 TTBS (抗 p-C/EBP抗体を用いるとき使用 
・ 1% Nonfat Dry Milk (Cell signaling) 含有 TTBS (抗 C/EBP抗体およ
び抗 C/EBP抗体を用いるとき使用 
一次抗体 ・ Rabbit anti human p-C/EBP (Thr235) polyclonal antibody (Cell 
Signaling Technology) (5% BSA 含有 TTBSで 400 倍希釈して使用) 
・ Rabbit anti rat C/EBP polyclonal antibody (Santa Cruz) (1% Nonfat Dry 
Milk 含有 TTBSで 500倍希釈して使用) 
・ Rabbit anti mouse C/EBP polyclonal antibody (Santa Cruz) (1% Nonfat 
Dry Milk 含有 TTBSで 500 倍希釈して使用) 
・ Mouse anti -actin monoclonal antibody (Sigma) (5% BSA 含有 TTBS
で 100,000 倍希釈して使用) 
二次抗体 ・ Goat anti rabbit IgG (H + L) IgG conjugated horseradish peroxidase 
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.) (PBST で 10,000 倍希釈
して使用) 
・ Sheep anti mouse IgG whole antibody conjugated horseradish peroxidase 
(GE Healthcare) (PBST で 10,000 倍希釈して使用) 
ECL Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare Life Sciences) 
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1-2 3T3-L1 細胞の培養と脂肪細胞分化誘導 
第二章 第一節に準じた。 
 
1-3 Nucleofector を用いた transfection 
第二章 第二節に準じた。 
 
1-4 ウェスタンブロット解析 
3T3-L1 細胞を RIPA buffer で溶解し、総タンパク質量を揃えて得られた細胞溶解液を
SDS-PAGE により分離した。分離したタンパク質を、Blotting buffer 中で Immobilon-P 
Transfer Membrane (Millipore)へトランスファーした。トランスファー後、membrane を
Blocking buffer に浸し、室温で 2 時間ブロッキングした。次に、membrane を一次抗体
に浸し、4 °Cで一晩反応させた。続いて、membrane を二次抗体に浸し、室温で 2 時間
反応させた後、ECL Western Blotting Detection Reagents で検出した。 
 
(2) 結果 
Kcnk10 の発現抑制が、脂肪細胞分化過程における C/EBPの発現レベルとリン酸化レ
ベル、C/EBPの発現レベルに与える影響を、ウェスタンブロット解析で検討した。な
お、リン酸化 C/EBPと total C/EBPのウェスタンブロット解析で 2 つの特異的バンド
が検出された。この 2つのうち、下のバンドが主な C/EBP生成物であることが報告さ
れているので、リン酸化 C/EBPと total C/EBPの定量には下のバンドを用いた (30)。
まず、コントロール細胞について、C/EBPの発現レベルは分化誘導 3 時間後に上昇し
て分化誘導 12 時間後に減少した (Fig. 17A)。リン酸化レベルは分化誘導 3 時間後に上
昇しそのまま分化誘導 12 時間後まで高いレベルを保った (Fig. 17A)。C/EBPの発現レ
ベルは分化誘導 3 時間をピークに一過性に上昇した (Fig. 17A)。コントロール細胞と比
べ kcnk10 発現抑制細胞では、C/EBPの発現量が分化誘導 6 時間後と 12 時間後で有意
に減少した (Figs. 17A, C)。また、C/EBPのリン酸化レベルも kcnk10 発現抑制細胞で
分化誘導 6 時間後に有意に減少した (Figs. 17A, B)。このリン酸化レベルの減少は、発
現レベルの減少と同程度であった。したがって、リン酸化レベルの減少は発現量の減少
による結果である可能性が考えられる。さらに、C/EBPの発現量も kcnk10 発現抑制細
胞で分化誘導 3 時間後と 6 時間後に有意に減少した (Figs. 17A, D)。以上の結果より、
KCNK10 が C/EBPと C/EBPの発現制御に寄与することが明らかとなった。 



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Fig. 17. Effect of kcnk10 knockdown on the phosphorylation and protein levels of C/EBP and 
the protein level of C/EBP 
At 72 h after transfection, post-confluent kcnk10 knockdown cells or control cells were induced to 
differentiate into adipocytes. Whole-cell lysates were prepared from the cells at various time points 
after induction and were subjected to Western blot analyses. -Actin was used as a loading control. 
(A) These figures show typical results. Arrowheads show nonspecific bands. (B) Quantitation of 
reduction rate of phospho-C/EBP after induction. (C) Quantitation of reduction rate of total-C/EBP 
after induction. (D) Quantitation of reduction rate of C/EBP after induction. The asterisks indicate 
significant differences compared with the values for control cells (**p < 0.05). 
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第四節 Kcnk10の発現抑制がインスリンシグナルに与える影響の検討 
 
Insulin は脂肪細胞分化に必須であるとともに、MCE にも大きく寄与している。例え
ば、インスリンシグナルにより Foxo1 がリン酸化され、細胞周期を抑制する p21を阻害
することが、MCE に必須であることが報告されている  (31)。さらに、
phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) 阻害剤の実験から、インスリンシグナルにおいて重
要な役割を担っている PI3K がMCEに必要であることが明らかとなっている (32, 33)。
そこで、KCNK10 とインスリンシグナルの関連性を検討した。 
 
(1) 実験材料および実験方法 
1-1 実験材料 
3T3-L1 細胞 (大日本製薬) 
ダルベッコ変法イーグル MEM培地 (DMEM) (ニッスイ) 
Calf Serum (Life Technologies) 
FBS (Life Technologies) 
Insulin (Sigma) 
Dex (Sigma) 
IBMX (ナカライテスク) 
基本培地 DMEM, 10% Calf Serum 
分化誘導培地 DMEM, 10% FBS, 10 g/ml insulin, 0.5 mM IBMX, 1 M Dex 
分化促進培地 DMEM, 10% FBS, 5 g/ml insulin 
Nucleofector solution kit V (Lonza) 
Kcnk10 shRNA 発現プラスミド (17) 
RIPA buffer 150 mM NaCl, 50 nM Tris-HCl (pH 7.5), 0.1% SDS, 0.5% sodium 
deoxycholate, 1% Nonidet P-40 
SDS loading buffer 62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 10% glycerol, 2% SDS, 
5% -mercaptoethanol, 0.01% bromophenol blue 
TTBS 150 mM NaCl, 20 mM Tris (pH 8.0), 0.1% Tween 
PBST 0.1% Tween 20, PBS 
Blotting buffer 25 mM Tris (hydroxymethyl) aminometane, 192 mM Glycine, 
20% Methanol 
Blocking buffer ・ 1% Nonfat Dry Milk (Cell signaling) 含有 TTBS (抗 Akt 抗体を用いる
とき使用 
・ 5% BSA 含有 TTBS (抗 p-Akt 抗体を用いるとき使用 
一次抗体 ・ Rabbit anti mouse Akt polyclonal antibody (Cell Signaling Technology) 
(5% BSA 含有 TTBSで 1,000 倍希釈して使用) 
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・ Rabbit anti mouse phospho-Akt (Ser473) polyclonal antibody (Cell 
Signaling Technology) (5% BSA 含有TTBSで 1,000 倍希釈して使用) 
・ Mouse anti -actin monoclonal antibody (Sigma) (5% BSA 含有 TTBS
で 100,000 倍希釈して使用) 
二次抗体 ・ Goat anti rabbit IgG (H + L) IgG conjugated horseradish peroxidase 
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.) (PBST で 10,000 倍希釈
して使用) 
・ Sheep anti mouse IgG whole antibody conjugated horseradish peroxidase 
(GE Healthcare) (PBST で 10,000 倍希釈して使用) 
ECL Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare Life Sciences) 
 
1-2 3T3-L1 細胞の培養と脂肪細胞分化誘導 
第二章 第一節に準じた。 
 
1-3 Nucleofector を用いた transfection 
第二章 第二節に準じた。 
 
1-4 ウェスタンブロット解析 
第二章 第三節に準じた 
 
(2) 結果 
Kcnk10 の発現抑制が、脂肪細胞分化過程の Akt のリン酸化に与える影響をウェスタ
ンブロット解析で検討した。まず、コントロール細胞では、分化過程で Akt の発現レベ
ルに変化はなかった。一方、リン酸化レベルは分化誘導 3 時間後に上昇し、その後、
徐々に減少した (Fig. 18A)。コントロール細胞と kcnk10 発現抑制細胞を比較すると、
Akt の発現レベルは差がなく、リン酸化レベルは kcnk10 発現抑制細胞で分化誘導後い
ずれの時点でも有意に減少した (Fig. 18)。以上の結果より、KCNK10 は脂肪細胞分化過
程におけるインスリンシグナルの調節に寄与していることが明らかとなった。 
次に、insulin 刺激によるインスリンシグナル伝達においても KCNK10 が関与するか
否か調べるため、kcnk10 の発現抑制が insulin 刺激時の Akt のリン酸化に与える影響を
ウェスタンブロット解析で検討した。検討は、コントロール細胞と kcnk10 発現抑制細
胞を 4 時間無血清培地下で培養した後、10 nM insulin で刺激して行った。コントロール
細胞では、インスリン刺激後 Akt の発現レベルは変化しなかったが、リン酸化レベルは
刺激後 30 分で上昇し、60 分でも同じレベルを保った (Fig. 19A)。この時、コントロー
ル細胞と kcnk10 発現抑制細胞を比較すると、Akt の発現レベルは差がなく、リン酸化
レベルは kcnk10 発現抑制細胞で刺激後いずれの時点でも有意に減少した (Fig. 19)。以
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上の結果より、KCNK10がインスリンシグナルの調節に寄与することが明らかとなった。 
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Fig. 18. Effect of kcnk10 knockdown on Akt phosphorylation. 
At 72 h after transfection, post-confluent kcnk10 knockdown cells or control cells were induced to 
differentiate into adipocytes. Whole-cell lysates were prepared at various time points after induction 
and were subjected to Western blot analyses. (A) These figures show typical results. (B) 
Quantitation of reduction rate of phospho-Akt after induction. (C) Quantitation of reduction rate of 
total-Akt after induction. The asterisks indicate significant differences compared with the values for 
control cells (*p < 0.01, **p < 0.05). 
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Figure 19. Effect of kcnk10 knockdown on insulin-induced Akt phosphorylation. 
Kcnk10 knockdown cells or control cells were starved for 4 h and treated with 10 nM insulin. 
Whole-cell lysates were prepared at various time points after treatment and were subjected to 
Western blot analyses. -Actin was used as a loading control. (A) These figures show typical results. 
(B) Quantitation of reduction rate of phospho-Akt after insulin stimulation. (C) Quantitation of 
reduction rate of total-Akt after insulin stimulation. The asterisks indicate significant differences 
compared with the values for control cells (**p < 0.05). 
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第五節 考察および小括 
 
(1) 考察 
当研究室のこれまでの検討により、脂肪細胞分化初期に kcnk10 が一過性に発現が上
昇することが明らかとなっていたが、その発現上昇がどの誘導剤成分に由来するのか不
明であった (17)。そこで本章ではまず、kcnk10 の発現上昇に重要な誘導剤成分を探索
した。その結果、IBMX が kcnk10 発現上昇に寄与していることが明らかとなった (Fig. 
16)。IBMX は cAMPの賦活剤であり、細胞内の cAMP 濃度が上昇すると protein kinase A 
(PKA)のシグナルが活性化される。PKAのシグナルで活性化し脂肪細胞分化を制御する
転写因子として cAMP-response element-binding protein (CREB) が報告されている (34)。
脂肪細胞分化過程において、CREB は分化誘導 5 分後にリン酸化され、kcnk10 の発現
上昇より早い時期に活性化することから、kcnk10 の発現上昇には CREB が関与してい
る可能性が考えられる (34)。また、この検討において、IBMX のみを含む培地と insulin、
Dex、IBMX、FBS を含む通常の分化誘導培地の kcnk10 の発現レベルを比較した時、
IBMX のみを含む培地の方が kcnk10発現レベルが高かった (Fig. 15A)。さらに、通常の
分化誘導培地から Dex または FBS を除いた場合、kcnk10 発現レベルが上昇した (Fig. 
15B)。これらのことから、Dex と FBS は kcnk10 の発現を負に制御している可能性が考
えられる。 
当研究室のこれまでの検討により、KCNK10 が脂肪細胞分化を正に制御することが明
らかとなっていたが、その詳細な制御機構は不明であった (17)。そこで、脂肪細胞分
化に必須であるMCEが、kcnk10の発現上昇時期と同時期に起こることから、次に、MCE
に着目して解析を進めた。その結果、KCNK10がMCEを正に制御することが明らかと
なった (Fig. 16)。K+チャネルと細胞増殖については、K2Pファミリーの中で KCNK10 と
同じサブファミリーに属する KCNK2が、前立腺がんの細胞増殖に関与することが報告
されている (35)。また、細胞が細胞周期の G1 期に移行するには、K
+チャネルの活性化
が必要であることが報告されているが、その詳しい機構はいまだ不明である (36, 37)。
したがって、KCNK10 の MCE 制御機構の解明には、細胞周期を中心とした KCNK10
の機能解析も必要と考えられる。 
次に、MCEの制御因子である C/EBPおよび C/EBPと KCNK10 との関連性を検討し
た。その結果、KCNK10 が C/EBPと C/EBPの発現制御に寄与することが明らかとな
った (Fig. 17)。Kcnk10 発現抑制細胞では、分化誘導 3 時間後から C/EBPと C/EBP
の発現が減少していたことから、KCNK10 は迅速な反応を介して C/EBPと C/EBPの
発現上昇に寄与していることが予想される。これまでの報告から、C/EBP、C/EBPの
発現は、CREBにより制御されていることが分かっている (38, 39)。しかし、K+チャネ
ルが C/EBPや C/EBP、他の遺伝子の発現調節に関わっている報告はされていない。
KCNK10 による C/EBP、C/EBPの発現調節はイオン透過性制御によるものなのか、イ
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オン透過非依存的なメカニズムによるものなのかの検討も含めた、詳しい解析が必要で
あると考えられる。 
さらに、MCE を制御するシグナル伝達機構の 1 つであるインスリンシグナルと
KCNK10 との関連性を検討した。その結果、KCNK10 がインスリンシグナルの調節に
寄与していることが明らかとなった (Figs. 18, 19)。内皮細胞では、脱分極が PI3K や Akt
の活性化の引き金となることが、これまでに報告されている (40)。KCNK10 は K+の透
過性を調節し、膜電位を制御していることが分かっている (18, 19)。よって、KCNK10
が膜電位を調節し、Aktの活性化をしていることが考えられる。今後、KCNK10 のドミ
ナントネガティブ体や恒常的活性体を用いて、KCNK10 のイオン透過性がインスリンシ
グナルの調節に寄与しているか否か検討する必要がある。 
 
 
 
(2) 小括 
1. Kcnk10 の発現は、IBMX で強く誘導される。 
 
2. KCNK10 は、MCEを正に制御する。 
 
3. KCNK10 は、C/EBPと C/EBPの発現制御およびインスリンシグナルの調節に寄
与する。 
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総 括 
 
肥満は、糖尿病、高血圧、脂質異常症などの生活習慣病のリスクファクターであり、
これらの病態が重なることで動脈硬化が引き起こされ、心疾患や脳血管疾患に繋がるこ
とが社会問題となっている。したがって、肥満形成の分子メカニズムの研究が盛んに行
われている。肥満の原因として、脂肪細胞自身の肥大化の他に、脂肪細胞の数の増加も
重要であることが分かっている (2)。脂肪細胞の数の増加は、前駆脂肪細胞の脂肪細胞
への分化が深く関与している。脂肪細胞分化において、中期以降に PPARや C/EBP フ
ァミリーなどの転写因子が重要であることが報告されている (6-12)。しかし、分化初期
については、いまだ不明な点が多く残されている。 
そこで、当研究室では PCR-サブトラクション法を用いて、脂肪細胞分化初期におい
て発現が上昇する遺伝子を多数単離した (13, 14)。その中の一つは、新規遺伝子である
ことから fad158 と命名した。これまでの当研究室の検討から、fad158 が N 末端に 4 つ
の膜貫通領域、C 末端に LRR のタンパク質をコードしていること、fad158 の発現が脂
肪細胞分化誘導 6 時間後をピークに一過性に上昇すること、過剰発現系および発現抑
制系の検討から fad158が脂肪細胞分化を正に制御すること、FAD158小胞体に局在する
ことが明らかになっている (15)。 
また、当研究室では独立行政法人家畜改良センターとの共同研究より K+チャネルで
ある kcnk10 が脂肪細胞分化初期に発現が一過性で上昇することを明らかにしている 
(16)。これまでの当研究室の検討により、kcnk10の発現が脂肪細胞分化誘導 3時間後を
ピークに一過性に上昇すること、発現抑制系の検討より KCNK10 が脂肪細胞分化を正
に制御することが明らかになっている (17)。 
本研究では、fad158 および KCNK10 の更なる機能解析を目的として検討を進めた。
前半では、fad158の機能解析として、FAD158のトポロジーの解析、fad158 ノックアウ
トマウスの樹立と解析を行った。後半では、KCNK10 の機能解析として、MCE を中心
に解析を行った。 
まず、fad158 の機能解析として、FAD158 は小胞体膜タンパク質であることから、そ
のトポロジーの解析を protease digestion assayを用いて行った。その結果、FAD158 の N
末端および C 末端どちらも細胞質側に存在する構造で小胞体膜に局在する可能性が示
唆された。この結果より、FAD158 の LRRは細胞質側にある可能性が高いことが考えら
れる。Fad158 は LRRC8ファミリーに属していることが現在では分かっている (21)。こ
れまでに、LRRC8ファミリーの中の一つである LRRC8a は、無グロブリン血症の患者
から LRR が欠損した変異体が見つかり、この変異体が発現すると B 細胞分化が阻害さ
れることが報告されている (41)。このことから、FAD158 がその機能を果たすためには
LRR が重要と考えられる。また、LRR はタンパク質間相互作用部位としての機能につ
いて様々な報告がある (22-24)。よって、FAD158 の LRR は、細胞質で何らかの因子と
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相互作用することにより、機能を発揮していることが予想される。最近、LRRC8a の機
能について 2 つのグループから報告され、LRRC8a は容量調節性アニオンチャネル、
volume-regulated anion channel (VRAC)の活性化に重要な役割を果たしていることが明ら
かになった (42, 43)。したがって、同じファミリーに属する FAD158 も同様に、VRAC
もしくは他のチャネル分子の活性化に関わっているのではないかと推察される。今後、
LRRを介して FAD158 と相互作用しているチャネルがあるか否か検討する必要がある。 
次に、fad158 の個体レベルでの役割を明らかにするため、fad158 ノックアウトマウス
の樹立と、その解析を行った。その結果、高脂肪食摂食条件下において、fad158が、体
重増加、白色脂肪量増加、インスリン感受性の低下に関与することが明らかとなった。
細胞レベルの検討では、fad158発現抑制により脂肪細胞分化が抑制された。したがって、
fad158ノックアウトマウスで、体重および白色脂肪量が減少したのは、個体レベルで脂
肪細胞分化が抑制されたためだと予測される。このことを明らかにするため、今後、
fad158ノックアウトマウスの白色脂肪組織において、成熟脂肪細胞と前駆脂肪細胞の割
合の計測や、fad158 ノックアウトマウス由来前駆脂肪細胞の分化実験が必要と考えられ
る。 
インスリン感受性が fad158 欠損で上昇する原因として、白色脂肪組織の減少によっ
てインスリン抵抗性を惹起する TNF、レジスチン、FFAなどの分泌の減少や、インス
リン感受性を高めるアディポネクチンの分泌の上昇が考えられる。また、骨格筋や肝臓
などがインスリンのターゲットの組織として知られ、特に骨格筋におけるインスリンの
機能不全が糖尿病に深く関与していることが報告されている (44, 45)。当研究室のこれ
までの検討から、ヒト fad158 が骨格筋で高く発現していることが分かっている。この
ことから、骨格筋で fad158 がインスリン感受性に関与している可能性も考えられる。
今後、骨格筋における fad158 の機能解析も必要と考えられる。 
最近、fad158 と同じ LRRC8ファミリーである LRRC8a のノックアウトマウスの解析
が行われ、LRRC8aノックアウトマウスの表現型として、胎生致死率の上昇、寿命の減
少、成長不良による体重の減少、脾臓と胸腺のサイズの減少が報告された (46)。また、
野生型と比べ LRRC8a 欠損では、B細胞の発生が若干阻害され、T細胞の発生および機
能が大きく阻害されることが明らかとされた (46)。さらに、LRRC8a の作用機序として、
LRRC8a が growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2)、GRB2-associated binder-like 
protein2 (GAB2)、lymphocyte-specific protein tyrosine kinase (LCK)と相互作用し、PI3K の
カスケードを活性化することにより、LRRC8aが T 細胞の発生を正に制御していること
が示された (46)。脂肪細胞分化においても、PI3K のカスケードを含むインスリンシグ
ナルが重要であることが分かっている (47)。したがって、FAD158 も GRB2 や GAB2、
LCK と相互作用して、PI3K のカスケードを制御している可能性が考えられため、今後、
FAD158 とこれらの因子との相互作用実験、fad158 欠損が Akt のリン酸化に与える影響
の解析などを行う必要があると考えられる。 
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Fad158 の機能解析により、FAD158 の両端が細胞質側に存在する可能性と、fad158
が高脂肪食による肥満とインスリン抵抗性を引き起こす新たな分子である可能性が示
された。トポロジーの解析結果をもとに相互作用因子を見つけ出し、得られた結果を
fad158ノックアウトマウスの更なる解析に還元することで、fad158 の分子機能の解明に
繋げることが今後の課題である。 
続いて、KCNK10 の機能解析を行った。まず、kcnk10 の発現に関与する脂肪細胞分
化誘導剤成分を探索したところ、cAMP 賦活剤である IBMX が kcnk10 の発現上昇に重
要であることが明らかとなった。一方、Dex、FBSが kcnk10 の発現を抑制する可能性が
示唆された。細胞内 cAMP 濃度上昇により活性化される転写因子として CREB、Dex が
関与する転写因子として glucocorticoid receptor (GR)が考えられる。今後、kcnk10 のプロ
モーター解析により、脂肪細胞分化過程における kcnk10 発現制御機構を明らかにする
必要がある。 
KCNK10 は脂肪細胞分化を正に制御するが、その詳細なメカニズムは不明であった。
Kcnk10 の発現上昇時期と、MCEが起こる時期が同時期であることから、MCEを中心に
検討した。その結果、KCNK10 が MCE を正に制御するとともに、C/EBPと C/EBPの
発現に寄与すること、インスリンシグナルの調節に寄与することが明らかとなった 
(Fig. 20)。これまでに、脱分極を誘発させた間葉系幹細胞では、脂肪細胞分化が阻害さ
れることが報告されている (48)。KCNK10 は脱分極した膜を静止膜電位に戻し、安定
化させることが知られている (18, 19)。このような観点から、KCNK10 は膜電位の安定
化を図ることにより脂肪細胞分化を制御している可能性も考えられる。よって、
KCNK10 が脂肪細胞分化過程において膜電位の安定化に寄与しているか否か検討する
ことが今後の課題である。さらに、KCNK10と KCNK2 はイオン透過性非依存的にアク
チン細胞骨格の形成に重要であることが報告されている (49)。また、脂肪細胞分化過
程においてアクチン細胞骨格の変化により細胞の形が変化することが重要であること
が報告されている (50)。この 2 つの報告を合わせて考えると、KCNK10 がアクチン細
胞骨格を制御することにより MCE や脂肪細胞分化を制御していることが考えられる。
KCNK10 のアクチン細胞骨格の制御は、PKAによる KCNK10 の C末端のリン酸化が重
要であること分かっている (49)。よって、KCNK10 のリン酸化レベルの検討が今後必
要である。 
脂肪細胞分化と K+チャネルについて、KCa1.1 チャネルと KV10.1 チャネルの発現抑
制により間葉系幹細胞の脂肪細胞分化が阻害されることが報告されている (51)。また、
間葉系幹細胞が脂肪細胞へ分化する過程で、様々な電位依存性 K+チャネルにおいて発
現変化が見られたことが報告されている (52)。K+チャネルは非常に多くの種類が存在
することが分かっており、それらが複雑に脂肪細胞分化を制御していることが予想され
る。本検討が、その制御機構の解明の一助になることが期待される。 
以上より、本研究の成果が、脂肪細胞分化機構の解明に役立ち、肥満やそれに伴う様々
 - 42 - 
な疾患の病態の解明や創薬に繋がると考えられる。 
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Fig. 20. Schematic representation of the regulation of MCE by KCNK10 during adipogenesis. 
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結 論 
 
1. FAD158 は、N末端および C末端ともに細胞質側に存在する構造で小胞体膜に局在し
ている可能性を見出した。 
 
2. Fad158は、高脂肪食摂食による体重増加、白色脂肪量増加、インスリン感受性の低
下に関与することを見出した。 
 
3. Kcnk10 の発現は、IBMX で強く誘導されることを明らかにした。 
 
4. KCNK10は、C/EBPと C/EBPの発現制御およびインスリンシグナルの調節により、
脂肪細胞分化に必須である MCEを正に制御することを明らかにした。 
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